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伏 马 毒素 B 适 配 体 的 筛选 及 其 快速 定量 检测 方法 的 建立 
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摘 要 : 本 研究 则 在 获得 伏 马 毒素 B 特异 性 
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适 配 体 并 利用 其 和 胶体 金 的 作用 建立 伏 马 毒素 


陈 洪 宕 工 2” 


尔 滨 兽 医 研究 所 ， 兽 


Bi 的 快速 检测 方法 。 通 过 非 固 定 靶 标的 指数 富 集 配 体系 统 进 化 技术 筛选 获得 伏 马 毒素 Bi 的 


适 配 体 ， 并 用 酶 联 免疫 吸附 测定 ELISA 方法 测定 所 获 适 配 体 的 亲和力 和 特异 性 ， 建 立 基 
结果 表明 : 筛选 得 到 的 伏 马 毒素 Bid SOUS F102 RM 


于 适 配 体 的 胶体 金 快 速 定量 检测 方法 。 


力 解 离 常数 为 《42.1+4.0) nmol/L; 建立 的 胶体 金 检测 方法 简便 、 快 速 、 特 异性 强 ， 样品 检 
测 结果 与 液 相 色谱 结果 的 相对 误差 低 于 15.7%。 因 此 ， 本 研究 利用 筛选 得 到 的 适 配 体 建立 了 
可 用 于 谷物 和 饲料 中 伏 马 毒素 Bi 含量 的 快速 定量 检测 方法 。 
关键 词 : 非 固定 靶 标 法 ，SELEX 技术 ; 伏 马 毒素 Bis 适 配 体 ;胶体 金 
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Bı (fumonisin Bi, FB1)、 伏 马 毒 素 Bo 和 伏 马 毒素 Bs 等 ， 
河南 省 玉米 样品 中 FB1 的 阳性 率 为 97.71%, 湖 北 、 广 东 、 四 川 、 广 西 和 
欧盟 规定 未 加 工 玉米 及 婴儿 食品 中 FB; 的 最 大 残留 


化 合 物品， 主要 包括 伏 马 毒素 


品 中 的 最 大 残留 量 为 12 ug/kg^l, 17 


欧盟 标准 。 动 物 毒 害 作 用 看 


H 
t& JJ 200 pg/kg). 3X; 
ZU UE 


PRACT, ARE SHS EE AUI. FA AK AAS], AK BREED 10185 
近 几 年 ， 适 配 体 (aptamer) 研究 以 其 势不可挡 的 态势 一 跃 成 为 科学 家 们 的 讨论 焦点 。 


其 中 FB) 毒性 最 强 ， 污染 最 普遍 中 。 


吉林 5$ 省 全 部 为 100%DB]。 


司 规定 FB, 在 粮食 食 
AA FB1 可 致 马 脑 白 质 


它 是 利用 指数 富 集 的 配 体系 统 进 化 (systematic evolution of ligands by exponential enrichment, 


SELEX) 技术 ， 即 从 单 链 寡 核 苷 酸 文 库 中 筛选 出 能 与 刘 标 高 亲和力 和 特异 性 结合 的 寡 核 音 
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酸 序列 。 适 配 体 是 通过 链 内 碱 基 间 的 氧 键 作 用 折 县 形成 稳定 的 发 卡 、 茎 环 、 假 结 、 口 袋 、 串 
环 和 G- 四 链 体 等 二 级 或 三 级 结构 ， 与 靶 标 空间 结构 匹配 结合 的 RNA 或 单 链 脱氧 核糖 核酸 
(ssDNA) HLF9。 理 论 上 任何 靶 标 都 可 以 筛选 到 对 应 的 适 配 体 ， 包 括 小 分 子 物 质 031。 适 配 体 
一 般 由 几 十 个 核 昔 酸 组 成 , 相对 分 子 质量 小 、 易 穿 透 细胞 膜 、 性 质 稳定 、 容 易 制 备 和 修饰 09。 
2002 年 O'Sullivan05 首 次 将 适 配 体 用 于 生物 识别 。 随 后 各 类 衍生 SELEX 技术 不 断 发 展 和 完 
适 配 体 广泛 应 用 于 检测 食品 和 饲料 中 重金 属 19、 生 物 毒 素 07、 抗生素 09、 非 法 添加 物 119 
等 。Shi 等 BI 基 于 金 纳米 离子 和 石墨 烯 的 信号 放大 作用 将 探 针 DNA 和 FB 适 配 体 杂 交 作 为 
FB; 特定 的 信号 识别 元 件 进行 检测 ， 其 线性 范围 为 1 一 1x1056ng/L， 检 出 限 为 1 ng/L。 适 配 体 
检测 方法 具有 良好 的 应 用 前 景 。 
国内 外 已 建立 了 多 种 针对 FB 的 检测 方法 ， 主 要 包括 薄 层 色谱 法 CU、 酶 联 免疫 法 P231、 


THK 


2 芯片 法 多、 气相 色谱 法 BI、 气相 色谱 -质谱 连用 法 29、 高 效 液 相 色 谱 法 P71 等。 以 上 方法 的 应 
CC) 

= 用 受到 检测 仪器 昂贵 、 检 测 流 程 复杂 等 原因 的 限制 。 而 胶体 金 方法 具有 简便 、 快 捷 、 灵 敏 度 
CX 

= 高 等 优势 ， 近 年 来 得 到 迅速 的 发 展 29。 目 前 胶体 金 在 FB; 检 测 上 的 应 用 ， 主 要 集中 在 抗原 检 
N 测 方法 上 ps30， 以 适 配 体 为 基础 的 胶体 金 方法 还 未 见报 道 。 


基于 以 上 内 容 ， 本 研究 则 在 将 筛选 得 到 的 适 配 体 与 胶体 金 检测 方法 相 结合 ， 开 发 FB1 
胶体 金 快速 定量 检测 方法 ， 以 期 为 谷物 和 饲料 中 FB1 含 量 的 检测 提供 准确 、 快 速 、 简 便 的 检 
手段 ， 为 适 配 体 在 农产品 质量 安全 领域 中 的 应 用 提供 依据 。 

1 材料 与 方法 

1.1 试验 材料 和 仪器 设备 

试验 材料 包括 : FB1、 黄 曲霉 毒素 B! (aflatoxin Bi, AFB), T-2 毒素 CT20.. KI 

IaM (zearalenone，ZEN)， 购 自 青 岛 普 瑞 邦 生物 工程 有 限 公 司 ; Taq 聚合 酶 、4 种 单 碱 基 的 
混合 溶液 , 购 自 北京 康 润 诚 业 生物 科技 有 限 公司 ; 链 霉 亲 和 素 标记 的 磁 珠 , 购 自 美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司 ; UNIQ-10 寡 核 背 酸 试剂 盒 、 变 性 电泳 染料 ， 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 
限 公 司 ， 伏 马 毒素 Bi 偶 联 牛 血清 白 蛋白 (FBi-BSA)， 购 自 上 海 阿拉 丁 生化 科技 股份 有 限 公 
司 ; 黄 曲 霉 毒素 B 偶 联 牛 血清 和 白 蛋 白 (AFBi-BSA)， 购 自 上 海 户 实 医药 科技 有 限 公司 ; T-2 
毒素 偶 联 千 白 蛋 白 〈T2-BSA )， 购 自 上 海 药 梨 生物 工程 有 限 公 司 ; Atm 
(HAuCl44HO)， 购 自 国药 集 团 化 学 试剂 有 限 公司 。 本 试验 使 用 的 ssDNA 文库 及 生物 素 修 
饰 的 DNA 探 针 均 购 自 博 仕 生物 有 限 公司 。 


仪器 设备 包括 : 超 纯 水 系统 (Elga Ultra Bioscience， 英 国 )、 电 热 恒温 水 模 (DK-8D， 
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ak 


上 海 柏 欣 仪器 设备 三)、 台 式微 量 高 速 离心 机 〈EppendorfA G, 德国 )、PCR fX. (STANLEY, 
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美国 ) 电泳 仪 (DYY-11B, 北京 六 一 生物 科技 有 限 公 司 )、 紫 外 连续 扫描 分 光 光 度 计 (Thermo， 
美国 )、 数 显 磁力 搅拌 电热 套 〈 天 津 市 莱 玻 特 瑞 仪 器 设备 有 限 公 司 )、 一 体 化 凝 胶 成 像 分 析 系 
Zt (SMartGel II, 美国 )、 聚 焦 式 多 功能 荧光 酶 标 仪 (Envision， 美国 )， 超 微量 分 光 光 度 计 
(Implen， 德 国 )、 自 动 微 板 阅 读 器 (PerkinElmer， 德 国 )、 透 射电 镜 〈 日 立 H-7650, HÆ), 


高 效 液 相 色谱 仪 (WATERS 6000， 美 国 ) 。 


1.2 试验 方法 
1.2.1 ssDNA 文库 的 固定 


取 10 uL 链 霉 亲 和 素 标记 的 磁 珠 ,用 2xBinding Buffer 洗 3 次 , 重 悬 于 500 kL 的 2xBinding 


Buffer F, WA 12 uL 生物 素 化 适 配 体 互补 链 B CGTC/ISP 18/GATCGAGCCTCA ), SE FF 


Ai 1 h。1xBinding Buffer 清洗 磁 珠 3 次 ， 重 悬 于 300 uL 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 中 。 将 筛选 所 


用 的 SSDNA X 库 


(ATACCAGCTTATTCAATT-N10-TGAGGCTCGATC-N40-AGATTGCACTTACTATCT ) 用 


PBS 绥 冲 液 溶解 后 , T 95 ‘CARPE 8 min, 迅速 置 于 4 'C 冷 却 10 min 再 进行 短暂 的 室温 静 置 。 

将 处 理 后 的 ssDNA SCPE DIA SEREANTE, BIDAR Sc PE E EERE. 

1.42.2. FB 适 配 体 的 筛选 

己 固 定 文库 的 磁 珠 用 PBS 清洗 多 次 ， 磁 分 离弃 上 清 。 取 100 pL 1 mg/mL 的 FB1 加 到 磁 

SKA, MHZ PBS, SUR A 5 min， 磁 分 离 取 上 清 备 用 ， 即 获得 第 1 轮 的 候选 适 配 体 库 。 
第 2 轮 开始 进行 反 篇 选 ， 清 洗 固定 文库 的 磁 珠 后 ， 先 分 别 加 入 ZEN. AFB, 和 工 2 的 PBS 室 

WIA 10 min， 去 除 与 其 他 毒素 结合 的 文库 ， 再 加 入 FB REA, SRE A 5 min， 磁 分 

离 取 上 清 备用 ， 即 获得 第 2 轮 的 候选 适 配 体 库 。 如 此 反复 ， 共 进行 8 Semi. EMMETT ae 

概述 见 表 1。 


del 筛选 方案 概述 


Table 1 Overview of screening program 


轮 数 孵育 时 间 竞争 分 子 (ZEN, T2 和 AFB) 洗 脱 时 间 
Cycles Incubation time/min Competitors (ZEN. T-2 and AFB') Elution time/min 
1 5 2 5 

2 5 a 5 

3 8 是 6 


4 5 是 10 
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6 60 是 15 
7 60 是 15 
8 60 是 15 


1.2.3 PCR 扩 增 


PCR 扩 增 引物 信息 见 表 2。 


表 2 PCR 扩 增 引物 信息 


Table 2 Primer information of PCR amplification 


引物 名 称 Name 引物 信息 Primer information (5'-3’) 扩 增 片段 大 小 Size of amplify 
of primer fragment/bp 

FF FAM-ATACCAGCTTATTCAATT 118 

RA ACAATCGTAATCAGTTAG-PolyA 118 


PCR 扩 增 的 反应 条 件 为 : Mix，10 uL: ssDNA, 0.5 uL; 引物 RA CIO pmol/L), 0.5 uL; 


引物 FF C10 pmol/L), 0.5 uL; 添加 适量 灭 菌 营 馏 水 达到 总 反应 体积 20 pL. 体系 预 变 性 95 "C 


3 min JG HE 95 C 30s, 51 C 30s, 72 C 30s 重复 30 个 循环 ，72 CHES min. Pir 


物 用 2991] Ea HERE SEE HEL DK GET 38 XE e 
1.24 扩 增 文库 的 回收 与 纯化 
采用 8% 的 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 PCR 扩 增 产物 ， 收 集 带 有 羧基 荧光 素 (EAMD) 的 


荧光 条 带 。 切 胶 后 8 000 r/min 离心 3 min WERE, AHH 15 min, 8 000 r/min 离心 3 min 收 


集 上 清 , 反 复 3 次 。 收 集 管内 加 4mL RRIA 8 mL 无 水 乙醇 ,再 次 煮沸 15 min 后 冰 浴 3 min, 


3 500 r/min 离心 10 min, 4 CHA 30 min. LERMAN, FA] UNIQ-10 SEE AA aE 
ÍT ssDNA 的 纯化 ，-20 'C 保 存 。 高 通 量 测序 获得 的 语 集 序列 利用 Mega 6.0 软件 进行 同 源 序 
列 比 对 。 
1.2.5 亲和力 和 特异 性 的 测定 

通过 酶 联 免疫 吸附 测定 ELISA) 方法 测定 候选 适 配 体 序列 的 亲和力 ， 有 具体 方法 为 : 5 


ug/mL FB1-BSA 抗原 包 被 荧光 酶 标 板 ，4 CREA: PBS 清洗 3 次 ; 5% 的 FB1-BSA 37 CH 


闭 1h; PBS 洗 3 次 ; 加 入 90 uL 0~2 umol/L (0、0.015 625. 0.062 500. 0.250 000、1.000 000 


和 2.000 000 umol/L) 的 FAM 修饰 的 适 配 体 ，37 "CES 1h; PBS 洗 3 次， 最 后 在 490 nm 
处 测定 奖 光 强度 。 利 用 SigmaPlot 5.0 软件 进行 非 线性 曲线 的 拟 合 ， 计 算 每 条 代表 序列 的 解 


离 常 数 (Ka) 值 。 最 后 利用 RNA Structure 3.0 进行 结构 预测 ， 分 析 其 可 能 的 结合 位 点 。 


特异 性 的 测定 方法 为 : 分 别 用 5 ug/mL BJ FBi-BSA, AFBi-BSA, ZEN-BSA 和 T-2-BSA 


抗原 包 被 酶 标 板 ，4 “CER: PBS 洗 3 次 ; 5% 的 BSA 37 CHA 1h; PBS 洗 3 次 ; 加 入 90 


uL 1 pmol/L 的 FAM 修饰 的 候选 适 配 体 ，37 "CREE 


Lhe PBS 洗 3 1K, KRIGERE M AE [8] ZR RU 


力 分 析 。 
1.2.6 ”胶体 金 溶液 的 制备 
采用 柠檬 酸 三 钠 还 原 法 制备 胶体 金 深 液 B1, 配制 浓度 为 50 mmol/L 的 氧 金 酸 溶液 和 194 


mmol/L 的 柠檬 酸 三 钠 溶液 ，4 CIR: 带 冷 凝 器 的 三 口 圆 底 烧 瓶 加 入 98 mL 纯 水 ， 放 入 搅 


拌 子 ， 


加 入 2 mL 氧 金 酸 溶液 。 加 热 沸 腾 后 加 入 2 mL fr EB 


冷却 至 室温 。 透 射电 镜 观察 金 粒 子 的 制备 情况 。 


1.2.7 


1 mL 胶体 金 溶液 中 分 别 加 入 0、 


适 配 体 保护 金 的 浓度 及 最 佳 胶体 金 显 色 pH 的 确定 


三 钠 溶 液 ， 持续 沸腾 20 min 后 ， 


10、20、30、40 和 50 uL 0.1 mol/L 的 KCO3 用 以 调节 


pH; 适 配 体 稀释 浓度 分 别 为 0、0.125、0.250、0.500、1.000 和 2.000 umolL， 两 者 进行 正 交 


WU, H 


1.2.8 


定 适 配 体 保护 金 的 最 低 浓度 以 及 最 适 pH 
FB; 的 检测 程序 


按照 Lu SOR AIA, 稍 加 改进 : 添加 50 pL 最 适 浓度 适 配 体 和 50 uL 不 同 浓度 (0、0.062 


5、0.125 0、0.250 0、0.500 0 和 1.000 0 ng/mL) 的 FB, xil FRUI CP ERI 1h; 加 入 50 pL 


胶体 金 溶 液 静 置 S min; 而 后 加 入 5 pL 2 mol/L 氧化 钠 # 


动 微 板 阅 读 器 测量 从 450—750 nm 波长 的 吸收 光谱 。 


1.2.9 


市 售 玉米 粉碎 后 检测 其 FBi 78 
FB 标准 品 并 混合 均匀 再 次 检测 ， 样 品 制 备 和 实验 提取 方法 贿 


(NY/T 1970-2010) 执行 ， 计 算 添 加 


1.2.10 


随机 选取 5 份 FBi 含量 在 10~100 pg/kg 之 间 的 市 售 玉米 ， 


"m 


添加 回收 试验 


lii 
E 
nm 
三 


, 


H 


BOR. 


样品 检测 


彻底 混合 ， 平衡 5 min 后 ， 通 过 


其 中 添加 不 同 浓度 (0、50、100 和 150 pg/kg) 


参照 《饲料 中 伏 马 毒素 的 测定 》 


分 别 用 本 试验 建立 的 方法 和 


NY/T 1970-2010 中 规定 的 液 相 色谱 法 进行 检测 ， 比 较 检 测 结果 。 


2 结果 与 分 析 


选 条 件 的 优化 


核酸 文库 在 不 适宜 的 PCR 扩 增 条 件 下 会 产生 非特 异性 扩 增 产物 ， 本 研究 即 对 文库 扩 增 


的 退火 温度 进行 了 优化 ， 结 果 见 图 1。 退火 温度 高 ， 非 特异 性 


扩 增 产物 的 量 相对 就 会 减少 ， 
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但 是 特异 性 的 扩 增 产物 的 量 也 会 减少 , 综合 考虑 扩 增 效率 和 非特 异性 扩 增 的 影响 , 选择 最 佳 
扩 增 退火 温度 为 61 C. 


A-J 41373 55. 56. 57. 58. 59. 60. 61. 62. 63. 64 "CH HF; M: DM2000. 
A to J were amplification products of 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 and 64 °C, respectively; M: 
DM2000. 
1 扩 增 引物 退火 温度 优化 
Fig.l Annealing temperature optimization of amplification primer 

22 ”筛选 过 程 的 监控 

本 研究 进行 了 8 FoI, 对 2、5 和 8 轮 文库 的 富 集 与 回收 纯化 情况 进行 PCR 验证 ， 第 
8 轮 结果 见 图 2 和 3。PCR 扩 增 得 到 了 118 bp 的 特异 性 条 带 且 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 得 到 
TA FAM 的 区 光 条 人 带 ， 同 预期 结果 一 致 。 


ABMCDEF 


M: WH; A, B: 阴性 对 照 ， C~F: Pool8. 
M: marker; A and B: negative control; C to F: Pool8. 
图 2 8 轮 PCR 产物 


Fig.2 PCR product of 8 rounds 


3 变性 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 分 离 制备 8 FE ssDNA 
Fig.3 SSDNA of 8 rounds prepared by denaturing PAGE 
2.3 同 源 序 列 的 富 集 与 比 对 


较 高 ， 见 表 3 。 


候选 适 配 体 名 称 
Name of the 
candidate aptamer 


F92 


F98 


F101 


F102 


F103 


Table 3 


序列 信息 Sequence information (5'-3’) 


ATACCAGCTTATTCAATTATGACATTTA 
TGAGGCTCGATCTGGCTAGATCTATTA 
GTCATTATGAGTACTCTGCTGGGTGAC 
AATCGTAATCAGTTAG 
ATACCAGCTTATTCAATTGTAAAGTGG 
ATGAGGCTCGATCTCTTGGATCGCATT 
CATAGGGCTCGTAATAATCCGTTTGGA 
CAATCGTAATCAGTTAG 
ATACCAGCTTATTCAATTCTACCAGCT 
TATTCAATTATACCAGCTTATTCAATTA 
TACCAGCTTATTCAATTATACCAGCTTA 
TTCAATTGGACAATC 
ATACCAGCTTATTCAATTACAGTTTGT 
TCGACAATCGTAATCAGTTAGACAATC 
GTAATCAGTTAGACCATGAGTGTTGTA 
CAATCGTAATCAGTTAG 
ATACCAGCTTATTCAATTCCCGCACAA 
TCGTAATCAGTTAGACAATCGTAATCA 
GTTAAGATCGGAAGAGCACACGTCTG 


AACTCCAGTCACACAGCA 


表 3 FB, 候选 适 配 体 序列 富 集 情况 


2 轮 富 集 
Enrichment 


of 2 rounds 


E 较 高 的 序列 见 图 4， 且 F102、F98 和 F92 的 富 


Enrichment of FB: candidate aptamer sequences 


SHEE 
Enrichment 


of 5 rounds 


16 


16 


利用 高 通 量 测序 评测 每 轮 文库 的 富 集 情况 ， 共 测 出 10 000 条 序列 。 利 用 Mega 6.0 软件 


进行 同 源 性 序列 比 对 得 到 10 ZA AEA 


E 


倍数 


EE 
Enrichment 


of 8 rounds 


24 


16 


45 
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4 富 集 文库 序列 同 源 性 比 对 


Fig.4 Homology comparison of enrichment library sequence 


14 


24 亲和力 及 特异 性 的 测定 
将 获得 的 10 条 候选 适 配 体 进行 亲和力 测定 。 表 4 是 具有 亲和力 的 适 配 体 的 序列 及 相应 


的 亲和力 测试 结果 ,图 5 是 


适 配 体 F102 和 F98 的 非 线性 拟 合 亲和力 分 析 结 果 。 


适 配 体 F102 


对 FB: 的 亲和力 Ka 值 为 (42.1+4.0) nmolL 。 适 配 体 F102、F98 和 F92 的 特异 性 结果 见 图 6 
所 示 。 样 品 组 的 相对 荧光 强度 比 , 代表 的 是 真菌 毒素 分 子 竞 争 结合 磁 珠 表面 适 配 体 致使 构象 
改变 、 互 补 痰 光 短 链 脱 落 的 能 力 ， 因 此 痰 光 强 度 比 越 高 ， 特 异性 越 强 。 适 配 体 F92、F102、 


F98 的 荧光 恢复 率 分 别 为 43.3%、80.0% 和 36.6%， 而 三 者 对 非 靶 标 真菌 


毒素 的 荧光 恢复 率 均 


在 30% 左 右 ， 表 明 3 条 适 配 体 具有 较 好 的 特异 性 ， 其 中 F102 特异 性 最 强 。 本 试验 从 另 一 方 
面 论证 了 FB ACA HME EAA AFBi. T2 与 ZEN 等 非 靶 标 分 子 的 磁 竞 争 -SELEX 方 


法 是 成 功 的 。 


候选 适 配 体 名 称 Name of the 


candidate aptamer 


F92 


F98 


F102 


两 端 引 物 序列 省 略 。Ka fl 


AA 适 配 体 序列 及 Ka 值 


Table 4 Aptamer sequence and Kavalue 


序列 信息 Sequence information (5'-3’) 


GGCGAGATCCTGAGGCTCGATCTGACAATAGAGGTAAT 
AGTGGTATTGGTTTTCTAGGGTGG 
AGAGGGTTGTTGAGGCTCGATCCTGAGGATCGTGATAT 
TGCTAAGTTTACTGCTCGGGTGGG 
CCCGCACAATCGTAATCAGTTAGACAATCGTAATCAGTT 


AAGATCGGAAGAGCACACGTCTG 


上 定 依据 ELISA 试验 ， 取 3 次 平行 试验 结果 的 平均 值 。 


168.2::8.9 


42.14+4.0 


The primer sequences at both ends were omitted. The Ka value was determined according to the ELISA test, 


201812.00806v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


taking the average of three parallel experimental results. 


F102 F98 
E dd E 1600 . 
r 1000 f 1400 p ae 
E on E 1200 4 
B 8 1000 4 
$ w E A 
El E 800 4 
H 400 8 600 
m 200 a 400 4 
x ? Hof 
| — : : l l N l l 
图 5 FB 候选 适 配 体 的 亲和力 分 析 
Fig.5 Affinity analysis of FB; candidate aptamer 
90 
v 
z 
z 
eo 
$ 
S 
z 60 
ae 
eS = ZEN-BSA 
$65 BFBI-BSA 
名 P» 30 
yz * AFB1-BSA 
$ 3 
wm S ET-2-BSA 
P a 
E F92 F102 F98 


候选 适 配 体 名 称 Name of candidate aptamers 


图 6 适 配 体 特异 性 分 析 
Fig.6 Specificity analysis of aptamer 
2.5 胶体 金 溶液 制备 效果 
制备 的 胶体 金 溶液 通过 透射 电镜 观察 可 以 看 出 ， 金 粒子 分 布 较 均匀 ， 颗 粒 大 小 均一 ， 直 
径 约 为 13 nm， 颜 色 为 透明 的 酒 红色 ， 液 体 无 杂质 ， 见 图 7， 可 用 于 检测 方法 的 建立 。 
通过 正 交 试验 确定 适 配 体 保护 金 的 最 低 浓度 为 0.25 hmoVL， 以 及 最 适 KCO; 添加 量 为 
20 pL， 胶体 金 溶 液 pH 在 7.0 左右 ， 此 时 胶体 金 的 颜色 适当 ， 适 配 体 用 量 最 小 。 
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图 7 胶体 金 透射 电镜 观察 结果 


Fig.7 Transmission electron microscopy observation of colloidal gold 
2.6 XEREX FB: 的 检测 
图 8、 图 9 和 图 10 是 不 同 浓度 适 配 体 对 不 同 浓度 FB i 的 胶体 金 吸光 度 值 。 由 图 8、9 和 
10 可 以 看 出 由 于 NaCl 导致 的 胶体 金 的 颜色 变化 , 吸光 度 值 发 生变 化 ,证 明 该 适 配 体 可 用 来 
建立 检测 FB1 的 方法 ， 且 整个 检测 过 程 不 超过 2 h， 方 法 简便 快速 。 


图 8 0.500 pmol/L 适 配 体 、FB1 和 胶体 金 混 合 溶液 的 吸收 光谱 


Fig.8 Absorption spectra of 0.500 nymol/L aptamer, FB: and colloidal gold mixed solutions 
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0.250 pmol/L 适 配 体 FB: XKE 
0.250 pmol/L aptamer FBi concentration/ (ng/mL) 


=o] 

-E 0.5 

一 在 一 0.25 
—— 0.125 
—— 0.0625 
—9—0 


9 0250 pmol/L 适 配 体 、FB1 和 胶体 金 混合 溶液 的 吸收 光谱 


Fig.9 Absorption spectra of 0.250 umol/L aptamer, FB; and colloidal gold mixed solutions 


dá 0.125 pmol/L 适 配 体 FB 浓度 
a 0.125 umol/L aptamer FB; concentration/ (ng/mL) 
Z 
E E 
E: powe =- 0.5 
Bi 02 t= 0:25 
E 一 一 0.125 

0.1 一 一 0.0625 

一 6 一 0 


波长 Wavelength (nm) 


10 0.125 pmol/L 适 配 体 、FB1 和 胶体 金 混合 溶液 的 吸收 光谱 


Fig.10 Absorption spectra of 0.125 mol/L aptamer, FB: and colloidal gold mixed solutions 


以 ZEN 为 例 检测 适 配 体 及 方法 的 特异 性 ， 见 图 11。 从 图 中 可 以 看 出 ，0.500 pmol/L iE 


配 体 不 与 ZEN 结合 ， 能 够 完全 保护 胶体 金 ， 在 与 FB, 相同 浓度 梯度 的 条 件 下 ，ZEN 的 吸光 
度 与 0 mg/mL 的 吸光 度 基本 吻合 ， 证 明 适 配 体 的 特异 性 良好 。AFB1 和 T-2 的 特异 性 结果 与 


ZEN 的 相似 。 
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图 11 


500 550 600 
yK Wavelength (nm) 


650 700 750 


0.500 umol/L 适 配 体 、ZEN 和 胶体 金 混合 溶液 的 吸收 光谱 


Fig.11 Absorption spectra of 0.500 mol/L aptamer, ZEN and colloidal gold mixed solutions 


12 为 不 同 浓度 FB. 适 配 体 和 胶体 金 混合 溶液 的 吸光 度 校准 曲线 。 在 520 nm 波长 下 ， 
随 着 FB 浓度 的 增加 ，0.250 和 0.500 umol/L 的 适 配 体 的 吸光 度 逐 渐 减 小 。 由 图 可 以 看 出 ， 
0.250 和 0.500 pmol/L 的 适 配 体 吸 光度 都 体现 了 良好 的 线性 关系 ,线性 范围 是 0.062 5~1.000 0 
ng/mL 检 出 限 为 0.125 ng/mL, 相关 系数 (R?) 分 别 为 0.958 5 和 0.9875。 由 此 可 以 得 出 , 0.250 


pmol/L 适 配 体 满足 对 以 上 浓度 的 FB1 进 行 检测 的 要 求 。 


0.44 


0.40 
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0.20 
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R= 
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0.25 0.125 0.0625 


FB1i&HÉ Concentration of FB1 (ng/ml) 


12 FB1 适 配 体 


结合 


线 


胶体 金 的 吸光 度 校准 | 


Fig.12 Absorbance calibration curve of FB: aptamer binding to colloidal gold 


2.7 添加 回收 试验 结果 
取 玉 米 样 本 检测 其 中 FB 含量 ， 然 后 分 别 添 加 50. 100 和 150 pg/kg 的 FB1 标准 品 进行 


检测 ， 计 算 添 加 回收 率 ， 结 果 见 表 5。 样 本 的 添加 回收 率 在 97%~121%。 
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表 5 玉米 样本 添加 回收 试验 结果 


Table 5 Results of supplementation recovery test of corn samples 


检测 结果 

FB: RYE m SIBI SE 添加 回收 率 
Detection 

FBi standard concentration/(ug/kg) Supplem entation recovery/% 

results/(ug/kg) 

0 «1.5 

50 48.5 97 

100 121.0 121 

150 153.0 102 


2.8 样品 检测 试验 结果 


利用 本 方法 检测 5 份 样品 ， 结 果 见 表 6。 结 果 显 示 ， 本 方法 的 检测 结果 与 液 相 色 谱 法 检 


测 结果 相符 ， 相 对 误差 在 低 于 15.7%。 
表 6 FBi 胶 体 金 快 速 定量 检测 方法 和 液 相 色 谱 法 检测 结果 


Table 6 Detection results of FB: colloidal gold rapid and quantitative test method and liquid 


chromatography method 
液 相 色谱 法 检测 结果 
FB: 胶体 金 快速 定量 检测 方法 检测 结果 相对 误差 
样品 Detection results of liquid 
Detection results of FB; rapid and quantitative test Relative 
Samples chromatography 
kit/(ug/kg) error/% 

Method/(ug/kg) 
1 72.0 66.0 8.3 
2 18.6 16.9 9.1 
3 85.3 83.2 2.5 
4 90.5 76.3 15.7 
5 102.4 97.9 4.4 
3 W ie 


FBi 分 子 是 一 类 由 不 同 的 多 氧 醇 和 两 三 羧 酸 组 成 的 结构 类 似 的 双 柄 化合 物 ， 没 有 可 以 


固 


定 的 活性 基 团 ,从 而 只 能 借助 其 他 活性 基 团 如 氨基 基 团 固定 在 筛选 介质 上 , 但 是 这 样 大 大 增 
加 了 筛选 的 难度 且 对 适 配 体 的 特异 性 有 所 影响 , 本 研究 据 此 选择 固定 文库 的 筛选 策略 以 期 获 


f^ 


得 特异 性 良好 的 适 配 体 。 筛 选 过 程 的 另 一 大 难点 是 消除 非特 异性 干扰 。 非 特异 性 DNA 的 干 
扰 一 方面 是 磁 珠 基底 的 非特 异性 吸附 的 DNA; 另 一 方面 来 自 于 仅仅 识别 FB, 部 分 分 子 结构 
的 DNA, 如 分 子 结 构 上 的 个 别 基 团 或 者 某 个 部 位 ,为 此 引入 与 FB1 结构 相似 性 化 合 物 AFB1、 
T-2 和 ZEN HEAT Seid, 而 AFB1 与 FB1 具 有 相似 的 作用 位 点 , 因此 利用 它们 提高 筛选 效率 。 

SELEX 过 程 数 学 分 析 结 果 表 明 ， 从 理论 上 讲 ， 亲 和 性 最 强 的 适 配 体 其 富 集 效果 应 该 最 
好 B540， 但 是 在 这 是 在 不 考虑 其 他 干扰 因素 的 理想 状态 下 。 然 而 实际 的 筛选 结果 却 显示 富 集 
水 平 最 好 的 序列 ， 其 亲和力 不 一 定 是 最 理想 的 由 43。 实 际 上 ， 微 小 的 试验 条 件 如 pH 和 温度 
变化 都 会 影响 最 终 的 筛选 结果 。 融 新 良 9 采 用 数学 方法 对 SELEX 筛选 适 配 体 富 集 水 平 进行 
理论 分 析 ， 论 证 了 满足 一 定 条 件 下 ， 与 误 标 亲和力 最 强 的 适 配 体 并 不 具有 最 高 的 富 集 水 平 。 
本 文 筛选 得 到 的 适 配 体 F102 富 集 水 平 并 不 是 最 高 ， 但 是 它 的 亲和力 却 最 好 ， 印 证 了 以 上 结 


> ie. 

= ACA RT E EE Ga FAA. RAT STEE, 且 具 有 比 抗体 更 好 
= 的 抗 生 物 降解 能 力 03, 这 些 特性 使 其 成 为 一 种 特定 目标 物 检测 中 非常 理想 的 识别 元 件 。 本文 
N 获得 FBi 适 配 体 的 Ka 为 (42.1+4.0) nmol/L, 并 且 选 择 性 很 好 , 与 FBi 结构 相似 性 化 合 物 ZEN、 
co AFB, 和 T-2 的 结合 远 低 于 FB1, 与 已 有 报道 的 FB1 适 配 体 F39B3 和 F10B4[Ka 分 别 为 (100+30) 
e nmol/L 和 (62+5) nmoJyL] 相 比 ， 本 文 获 得 的 FB; 适 配 体 的 亲和力 更 高 ， 建 立 的 胶体 金 检测 方 


法 的 适 配 体 用 量 较 低 (0.250 umolL)， 与 玉米 亦 霉 烯 酮 等 霉菌 毒素 的 交叉 反应 较 低 ， 检 测 时 
间 较 短 ， 为 FB: 的 实际 应 用 英 定 了 良好 的 基础 。 李 永 刚 等 7 建立 了 一 种 超 高 效 液 相 色谱 - 串 
联 质 谱 法 测定 玉米 油 中 的 伏 马 毒 素 , 其 检测 结果 为 FB1 在 5-200 ng/mL 时 线性 良好 , 检 出 限 
分 别 为 0.27 ng/mL. Wang 等 8 用 荧光 微 球 标记 FB1 单 克隆 抗体 ， 建 立 了 一 种 用 于 检测 玉米 
中 FBi 的 免疫 层 析 法 ， 检 测 限 达 120 ng/L， 与 伏 马 毒素 B* 和 伏 马 毒素 Bs 的 交 义 反应 率 分 别 
为 1.5% 和 67.3%。 与 上 述 结果 相 比 ， 本 研究 建立 的 检测 方法 特异 性 更 强 ， 效 果 更 好 。 

本 文通 过 选择 适当 筛选 方法 、 增 加 筛选 压力 得 到 亲和力 和 特异 性 强 的 FB 适 配 体 F102， 
分 析 其 二 级 结构 ， 推 测 其 可 能 的 结合 机 制 ， 建 立 胶 体 金 检测 方法 ， 对 得 到 的 适 配 体 进行 效果 
验证 。 以 此 为 基础 推广 开 来 的 适 配 体 应 用 于 农产品 质量 安全 领域 , 不 仅 能 够 为 农产品 质量 安 
全 领域 真菌 毒素 的 快速 检测 提供 理论 参考 , 而 且 能 够 为 蔡 代 传统 抗体 的 传感器 开发 提供 理论 
基础 。 


本 研究 利用 筛选 得 到 的 适 配 体 建立 了 可 用 于 谷物 和 饲料 中 FB 含量 的 快速 定量 检测 方 
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Screening of Fumonisin B; Aptamer and Development of Its Rapid and Quantitative Assay 
ZHOU Yan" ? DIAO Chenxi? " ZHANG Yuanyuan? LU Taofeng? ZHAO Lili? CHEN 
Hongyan" ?** 

(1. College of Life Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China; 2. 
Harbin Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, State Key 
Laboratory of Veterinary Biotechnology, Heilongjiang Provincial Key Laboratory of Laboratory 
Animal and Comparative Medicine, Harbin 150069, China; 3. College of Life Science and 
Technology, Mudanjiang Normal University, Mudanjiang 157011, China) 

Abstract: This experiment was conducted to obtain fumonisin Bı aptamers and to develop a rapid 
test method based the effect of fumonin Bı and colloidal gold. Used the systematic evolution of 
ligands by exponential enrichment technology of non-immobilized target to screen the fumonisin 
Bı aptamers, whose affinity and specificity was determined by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) method, and to develop a colloidal gold rapid and quantitative test based on 
aptamers. The results showed that the affinity dissociation constant of the aptamer F102 of 


fumonisin Bı was (42.144.0) nmol/L, and the fumonisin B colloidal gold detection method was 
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simple, rapid and specific. The relative error of fumonisin Bı colloidal gold detection results and 
high performance liquid chromatography detection results was less than 15.796. Therefore, the 
fumonisin Bı aptamers screened by the experiment can be used for testing the fumonisin Bi 
content in cereals and feedstuffs rapidly and quantitative. 

Key words: immobilization-free selection; SELEX techonology; fumonisin Bi; aptamers; colloidal 


gold 
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